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Meyer ACA. A influéncia da Diabetes Mellitus no reparo de enxertos
0sseos autdgenos associados ou ndo a membrana colagena reabsorvivel:
estudo histomorfométrico em ratos [dissertacdo]. Sdo José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2012.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o processo de reparo ésseo do
enxerto 6sseo autdégeno em bloco, em ratos diabéticos e verificar a
influéncia da membrana coladgena reabsorvivel sobre este processo. Para
tanto, foram utilizados 60 ratos adultos (Rattus norvegicus, variacao
albinus, Wistar) com sessenta dias de idade, com peso em torno de 200
gramas, que foram divididos em dois grupos experimentais, cada grupo
contendo 30 animais: Grupo Teste (D), composto por ratos com Diabetes
Mellitus induzida pela administracdo de aloxana e; Grupo Controle (C)
composto por ratos normoglicémicos. Foram considerados diabéticos os
animais que apresentarem glicemia superior a 200 mg/dl. Todos os
animais foram submetidos a enxertos na hemi-mandibula direita e
esquerda. Os enxertos na hemi-mandibula do lado esquerdo foram
recobertos por membrana de colageno reabsorvivel, propiciando o
recobrimento de todo o bloco enxertado (C-ME e D-ME). Os enxertos
realizados na hemi-mandibula do lado direito foram realizados da mesma
maneira, porém sem o recobrimento pela membrana de colageno (C-E e
D-E). A eutanasia dos animais foi realizada por perfusdo cardiaca com
formalina 4% nos periodos: 0 hora, 7, 14, 21, 45 e 60 dias. As pecas
foram desmineralizadas com solucdo de EDTA 10%, pH 7,4, e incluidAS
em bloco de parafina e obtencdo de cortes seriados com 5 um de
espessura. A coloracdo utilizada foi Hematoxilina e Eosina para analise
histoldgica e histomorfométrica, ambas realizadas em microscopia de luz.
As estruturas analisadas foram: matriz 6ssea do leito receptor e enxerto,
matriz 6ssea neoformada na interface leito receptor e enxerto e ao redor
do enxerto, ostedcitos, osteoblastos, tecido conjuntivo interposto entre
leito receptor e enxerto. A andlise histomorfométrica foi realizada com
utilizacdo do programa computacional NIH Image J 1.35. Os dados
obtidos foram submetidos a analise estatistica por meio do programa
computacional: MINITAB (Minitab, version 14.12, 2004) com analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey, ambos ao nivel de significancia



convencional de 5%. Os resultados mostraram que os ratos diabéticos,
em todos os periodos, exibiram maior quantidade de espacos
trabeculares, tanto no leito receptor quanto no enxerto. No periodo 7,
alguns ratos apresentaram discreta neoformacao 0ssea, sendo a maioria
nos grupos C-E e D-E. partir do dia 14, observou-se neoformacgéo 6ssea
nas bordas do enxerto e na interface leito-enxerto discretos pontos de
unido. A partir do dia 21, observou-se reabsorcao das bordas laterais do
enxerto nos grupos C-E e D-E. Observou-se também maior neoformagéo
0ssea na interface leito-enxerto e ao redor do enxerto. Os grupos C-ME e
D-ME apresentaram maiores superficies de integracao que os grupos C-E
e D-E. No dia 45, todos os enxertos dos grupos D-ME e C-ME estavam
integrados ao leito receptor. A delimitacdo da neoformacdo 6ssea nas
bordas do enxerto nos grupos D-ME e C-ME foi de dificil visualiza¢do. No
ultimo periodo, todos os espécimes mostraram neoformagcdo Ossea
lateral, e apenas os grupos C-E e C-ME mostraram neoformacao 6ssea
sobre o enxerto. A altura do enxerto foi menor nos ratos diabéticos,
entretanto, nem a condicdo nem o tratamento influenciaram
estatisticamente na altura dos blocos. Quanto & neoformacdo 6ssea na
lateral do enxerto, pode se dizer que a diabetes nado influenciou de
maneira negativa, enquanto a presen¢ga da membrana teve seu maior
efeito sobre a neoformacédo Ossea aos 45 dias. Houve aumento da
integracao do enxerto ao leito com o decorrer do tempo, sendo nas duas
condi¢des, diferenca estatisticamente significante a partir do dia 21. Ja a
membrana teve influéncia estatisticamente significante sobre a integracao
do enxerto ao leito receptor apenas aos 45 dias. Os resultados permitem
concluir que a presenca da DM induzida né&o interferiu de maneira
negativa no reparo dos enxerto 6sseos autdégenos em bloco. A presenca
da membrana colagena favoreceu a integracdo do enxerto ao leito
receptor, bem como neoformacédo 6ssea ao redor do enxerto.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Enxerto 6sseo autdogeno. Regeneracao
0ssea guiada. Formacao ossea.



Meyer ACA. The influence os diabetes mellitus in the repais of
autogenous bone grafts with or without resorbable collagen membrane: a
histomorphometric study in rats [dissertation]. S&o José dos Campos:
School of Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP - Univ Estadual
Paulista; 2012.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the bone healing process of
autogenous bone graft in diabetic rats and the influence of resorbable
collagen membrane. For this purpose, it was 60 adult rats (Rattus
norvegicus, Albinus variation, Wistar) sixty days old, weighing around 200
grams, which were divided into two experimental groups, each group
containing 30 animals: Test Group (D), rats with diabetes mellitus induced
by administration of alloxan and Control Group (C) normoglycemic rats. It
was considered diabetic animals showing glucose levels above 200
md/dL. All animals underwent hemi-grafts surgery in the right and left jaws.
The hemi-grafts in the left lower jaw were covered by resorbable collagen
membrane, allowing the coating of the entire block graft (C-ME and D-
ME). The hemi-grafts in the right jaw were performed the same way, but
without covering the collagen membrane (C-E and D-E). The animals were
euthanasied by cardiac perfusion with 4% formalin after: O hour, 7, 14, 21,
45 and 60 days. The pieces were demineralized in 10% EDTA solution,
pH 7,4, and each peace was included in paraffin and obtained serial
sections with 5 um thick. The hematoxylin and eosin stain for histological
and histomorphometric analysis. The parameters were analyzed: bone
matrix graft and recipient bed, newly formed bone matrix at the interface
graft and recipient bed and around the graft, osteocytes, osteoblasts,
connective tissue interposed between the recipient bed and the graft.
Histomorphometric analysis was performed using the computer program
NIH Image J 1.35. The data were statistically analyzed using the computer
program MINITAB (Minitab, version 14.12, 2004) with analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s test, both using the significance of 5%. The results
showed that the diabetic rats exhibited at all periods, a greater amount of
trabecular spaces in both graft and the recipient bed. In period 7, come
rats had mild bone formation, mostly in groups C-E and D-E. From day 14,
there was new bone formation at the edges of the graft and graft-recipient



bed interface at discrete points of union. From day 21, there is absorption
of the side edges of the graft groups in C-E and D-E. There was also more
bone formation at the interface graft-recipient bed and around the graft.
Groups C-ME and D-ME had the largest areas of osseointegration that C-
E and D-E groups. On day 45, all grafts from groups D-ME and C-ME
were intregrated into the recipient bed. The demarcation of new bone
formation at the edges of the graft in groups C-ME and D-ME was difficult
to visualize. In the last period, all specimens showed new bone formation,
and only the groups C-E and C-ME showed new bone formation over the
graft. The height of the graft was lower in diabetic rats, however, neither
condition is not influenced statistically. As for new bone formation on the
side of the graft it can be said that diabetes has not influenced negatively,
while the presence of the membrane had its greatest effect on bone
formation at 45 days. Increased integration of the graft to the bed with the
passage of time, and in both conditions, statistically significant difference
from day 21. The presence of the collagen membrane has statistically
significant influence on the integration of the graft to the recipient only for
45 days. The results allow to conclude that the presence of induced DM
did not interfere negatively in the repair of autogenous bone graft. The
presence of collagen membrane promoted the integration of the graft to
the recipient bed, and new bone formation around the graft.

Keywords: Diabetes Mellitus. Autogenous bone graft. Guided bone
regeneration.



1 INTRODUCAO

O aumento da expectativa de vida é acompanhado pelo
aumento de doencas associadas a idades mais avancadas, como
hipertensédo, osteoporose e diabetes. Associado ao envelhecimento da
populacdo observa-se maior demanda por procedimentos estéticos e
funcionais reconstrutivos, como os implantes osseointegrados.

Um dos requisitos para o sucesso dos implantes
osseointegrados € que a area receptora tenha quantidade suficiente de
tecido 0sseo, situacdo que ndo ocorre em muitos casos. Nesses casos,
pode-se lancar m&do de técnicas que visam o ganho de tecido 6sseo.
Dentre essas técnicas, a considerada “gold standard” é a do enxerto
0sseo autdégeno (Jardini et al., 2005), devido as suas propriedades
osteogénicas e por ndo apresentar riscos de rejeicdo (Khan et al., 2005).
A técnica da Regeneracdo Ossea Guiada tem sido associada aos
enxertos 6sseos autdgenos, com melhores resultados, como tem sido
demonstrado por diversos estudos (Alberius et al., 1992; Donos et al.,
2002).

Doencgas sistémicas como diabetes e osteoporose
sugerem uma potencial contra-indicacao para os implantes.

A Diabetes Mellitus (DM) € uma doenga cronica evolutiva
gue se caracteriza pelas alteracbes dos metabolismos de carboidratos,
gorduras e lipideos. Varios estudos tém mostrado que a DM tipo 1 esta
associada com diminuicdo da massa 6ssea, alguns autores, inclusive, tém

considerado a DM como um fator predisponente ao desenvolvimento de
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osteoporose (Hiu et al., 1985; Selby , 1988; Loder, 1988; Isaia et al.,
1999).

Tem-se sugerido que o desenvolvimento precoce de DM
tipo 1 pode comprometer a mineralizacdo 0ssea a longo prazo, e que a
prevaléncia de osteopenia pode ser superior a 50% nesses pacientes
(Rosenbloom et al., 1984; Wiske et al., 1982).

A patogénese da doenca Ossea associada a DM ainda
nao é completamente conhecida e explicada, e acredita-se que se deva a
fatores como hiperglicemia, deficiéncia insulinica, microangiopatia,
doenca microvascular do osso, reducdo do suprimento sanguineo a da
angiogénese, entre outros.

Na tentativa de simular a DM em modelo animal, a
utilizacdo da aloxana tem mostrado que existe uma influéncia negativa
sobre o reparo 6sseo, especialmente na cicatrizagdo de feridas cirurgicas
e fraturas. Entretanto, ainda ha poucos dados na literatura que elucidem o

mecanismo pelo qual essas alteracdes ocorrem.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes Mellitus

A Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca cronica evolutiva
que se caracteriza pelas alteracbes dos metabolismos de carboidratos,
gorduras e lipideos devido a falta de insulina ou na sua capacidade de
agir na transferéncia de glicose plasméatica para as células (American
Diabetes Association, 2007).

A hiperglicemia na diabetes desenvolve-se em
decorréncia da diminuicdo da secrecao de insulina e/ou diminuicdo da
sensibilidade das células a insulina (Lamster et al., 2008), e causa
diversas complicacdes, como nefropatia, retinopatia e neuropatia (Kayath
et al., 1994; Lopez-lbarra et al, 2001; Fuijii et al., 2008; Réakel et al., 2008),
e atraso da cicatrizacdo (Esteves et al., 2008; Lamster et al., 2008). A
dificuldade de cicatrizacdo deve-se a complicacBes diretas da doenca,
tais como atraso na proliferacdo celular (Maruyama et al., 2007), a
diminuicdo no metabolismo do colageno (Falanga, 2005) e de outros
componentes do tecido de granulacdo, como as glicoproteinas e
mucopolissacarideos (Desmouliere et al., 1995; Galkowska et al., 2006).

Anormalidades no processo de remodelacdo 0sseas sao
uma das principais consequéncias em pacientes diabéticos (Fujii et al.,
2008;Giglio, Lama, 2001).



21

2.1.1 Diabetes e Osteopenia

Véarios estudos tém mostrado que a DM tipo 1 esta
associada com diminuicdo da massa 0ssea ou osteopenia (Hiu et al.,
1985; Loder, 1988; Selby, 1988). Alguns autores, inclusive, tém
considerado a DM como um fator predisponente ao desenvolvimento de
osteoporose (Isaia et al., 1999).

Tem-se sugerido que o desenvolvimento precoce de DM
tipo 1 pode comprometer a mineralizacao éssea a longo prazo (Valerio et
al., 2002). Esses pacientes, na idade adulta, apresentam maior risco de
desenvolverem osteopenia e fraturas, quando comparados aos pacientes
com diabetes tipo 2 (Isaia et al., 1999; Gunczler et al., 2001; Vestergaard,
2007). Estudos tém mostrado prevaléncia de osteopenia superior a 50%
em pacientes com DM tipo 1 (Wiske et al., 1982; Rosenbloom et al.,
1984).

A patogénese da doenca Ossea associada a DM ainda
ndo é completamente conhecida e explicada, e acredita-se que se deva a
fatores como hiperglicemia (Duarte et al., 2005; Hamada et al., 2007,
Vestergaard, 2009), deficiéncia insulinica (Thrailkill et al., 2005; Abbassy
et al., 2008), e controle glicémico inadequado, microangiopatia (Burkhardt
et al.,, 1981; Craig et al., 1984), distirbios no metabolismo do calcio e
vitamina D (Duarte et al., 2005), desnutricdo cronica (Duarte et al., 2005),
doenca microvascular do osso (Duarte et al., 2005), e diminuicdo da taxa
de remodelacdo O6ssea (Guarnieri et al., 1993; Duarte et al., 2005) e da
mineralizacao (Follak et al., 2003); reducéo do suprimento sanguineo e da
angiogénese, resposta inflamatoria mais severa (Tuominen et al., 1999),
diminuicdo na sintese de colageno (Galluzzi et al., 2005); estresse
oxidativo (Brownlee, 2001; Hamada et al., 2007), perda de peso (Hamada
et al., 2007; Brownlee, 2001).
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A osteopenia decorrente da DM leva ao aumento do
namero de fraturas (Loder, 1988; Schwartz, 2003; Hamada et al., 2007;
Hamada et al., 2009; Vestergaard et al., 2009), com consequente atraso
na sua cicatrizagao (Follak et al., 2004; Follak et al., 2005; Hamada et al.,
2007; Hamada et al., 2009), e afeta a qualidade de vida (Hamada et al.,
2007; Hamada et al., 2009).

Abbassy et al. (2010) observaram reducdo do volume
trabecular com aumento dos espacos medulares em ratos diabéticos,
indicando profundo impacto na integridade do osso.

Um dos fatores relacionados a diminuicdo da densidade
mineral 6ssea na DM é a deficiéncia de insulina, uma vez que este quadro
leva a diminuicdo do numero e da funcdo dos osteoblastos e osteoclastos,
resultando em diminui¢cdo da remodelacdo 6ssea (Fuijii et al., 2008).

Estudos in vitro mostraram que a insulina promove a
proliferacéo e diferenciacdo de osteoblastos (Levy et al., 1986; Pun et al.,
1989) aumenta a sintese de colageno tipo 1 e formacado 6ssea (Weiss et
al., 1980), além de papel importante na formacao dos osteoclastos (Ogata
et al., 2000).

Estudos clinicos mostraram diminuicdo dos niveis séricos
de osteocalcina, marcador de formacdo Ossea e da funcdo dos
osteoblastos, em pacientes diabéticos (Inaba et al., 1999). Glajchen et al.
(1988) observaram diminuicAo da massa Ossea associada com
significante diminuicdo dos niveis séricos de osteocalcina em ratos com
DM induzida pelo estreptozotocina.

Outros autores verificaram que a hiperglicemia induz a
reducdo do metabolismo 6sseo pois diminui a funcédo dos osteoblastos e
concentracdo sérica do osteocalcina (Verhaeghe et al., 1989; Gerdhem et
al., 2005).
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Segundo Javed e Romanos (2009) a hiperglicemia
crbnica causada pela DM no osso, diminui a proliferacdo dos
osteoblastos,diminui a formacdo de matriz 6ssea e diminui a liberacdo de
osteocalcina pelo osteoblasto; Sobre o osteoclasto, aumenta o
recrutamento e sua diferenciacdo. A hiperglicemia aumenta ainda a
producao de prostaglandinas (PGEZ2) e citocinas inflamatorias (IL-1, IL-6,
IL-8 TNF-a), favorece a formacao de produtos finais da glicacdo avancada
(AGESs), que no osso também aumenta a liberacdo das mesmas citocinas,
0os AGEs inibem a formacao do colageno e a liberacdo de osteocalcina
pelo osteoblasto. Dessa forma a hiperglicemia desbalanceia o processo

remodelacdo do osso provocando perda 0ssea.

2.1.2 Estudos em animais

Estudos com ratos com DM tipo 1 induzida por
estreptozotocina mostraram diminuicdo da remodelacdo Ossea e
presenca de osteopenia (Shyng et al., 2001; Thrailkill et al., 2005).

Devlin et al. (1996) realizaram extracdo de molares em
ratos com DM induzida por estreptozotocina. Dez dias ap0s a extracéo, 0s
ratos controle e os diabéticos que foram tratados com insulina mostraram
2/3 do alvéolo preenchido por osso imaturo, e aos 42 dias, completo
preenchimento do alvéolo, enquanto nos ratos diabéticos nao tratados
essa formacdo Ossea foi significantemente diminuida nos mesmos
periodos avaliados.

Follak et al. (2004) avaliaram, por meio da
histomorfometria, o processo de formagcdo e reabsor¢cdo Ossea em
defeitos Osseos de varios tamanhos no fémur de ratos diabéticos
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Knockout. Defeitos pequenos (0,4 mm) ndo mostraram diferencas no
reparo entre os grupos. Defeitos de 0,8 mm s6 mostraram diferencas
estatisticamente significantes 24 dias ap6s o0 procedimento e
exclusivamente em ratos diabéticos descompensados. Nos defeitos
maiores que 1,2 mm, os ratos diabéticos ndo-compensados mostraram,
aos 14 dias, diminuicdo significativa da aposicdo Ossea, formacéo,
mineralizacdo, e tempo de mineralizacdo, quando comparados com ratos
diabéticos compensados e ratos normoglicémicos. Os autores concluiram
gue a terapia com insulina melhora o controle metabdlico da DM e
consequentemente o reparo 0sseo.

Em 2005, Follak et al. observaram novamente que a
terapia com insulina melhora o controle metabdlico da DM e
consequentemente o reparo 6sseo de fratura em fémur de ratos
diabéticos knockout, pois quatro semanas ap0s a fratura, alteracdes
severas na mineralizacdo ocorreram apenas em ratos diabéticos
descompensados

Esteves et al. (2008) avaliaram o processo de reparo
0sseo em defeitos cirdrgicos criados em tibias de ratos com DM. Os
defeitos criados na tibia direita foram preenchidos com osso autdégeno
particulado, enquanto os da tibia esquerda foram preenchidos apenas por
coagulo sanguineo. Os resultados mostraram-se melhores nos defeitos
preenchidos por osso autdgeno. Os ratos normoglicémicos mostraram
maior neoformacdo 6ssea aos 30 dias, quando comparados aos ratos
diabéticos. Concluindo que nos dois grupos, ocorreu melhor neoformacéo
O0ssea nos defeitos preenchidos pelo osso autégeno, porém,
gualitativamente melhor nos ratos nao-diabéticos

Hamada et al. (2007) observaram, através de analise
radiografica, diminuicdo significante do volume 6sseo trabecular em ratos
diabéticos. A andlise histomorfométrica confirmou que tantos os

parametros de formacdo como os de reabsorcdo 6ssea estavam
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significantemente diminuidos nos ratos diabéticos. A densidade mineral
0ssea no fémur diminuiu 15-20% nos ratos diabéticos quando comparado
com os ratos controle.

Fujii et al. (2008) avaliaram o metabolismo ésseo em ratos
da espécie Torii, conhecidos por apresentarem DM tipo 2 e ndo serem
obesos. Os autores observaram significante diminuicdo da resisténcia
O0ssea antes da aparente nefropatia diabética, diminuicdo das funcdes
tanto dos osteoblastos quanto dos osteoclastos, e que a administracdo de
insulina melhorou a osteopenia e diminuiu o estresse oxidativo nos ratos
com DM tipo 2.

Ohnishi et al. (2009) avaliaram a reabsorcdo Ossea
decorrente da doenca periodontal em ratos com DM tipo 2 e observaram
perda de osso alveolar em todos os animais. Observaram ainda que altos
niveis de insulina afetam o recrutamento e diferenciacdo de osteoclastos
pois impedem a via de sinalizacdo do Ligante do receptor ativador do fator
nuclear Kappa-f (RANKL), impedindo assim a ativacédo dos osteoclastos.

Abbassy et al. (2010) analisaram a estrutura 0ssea de
ratos com DM induzida por estreptozotocin através de histomorfometria,
tomografia computadorizada. A analise histomorfométrica mostrou que as
taxas de aposicdo e formacdo Oéssea estavam significantemente
diminuidas quando comparado com ratos controle. A tomografia
computadorizada mostrou deterioragdo na estrutura O0ssea em ratos
diabéticos. Os resultados mostraram que a DM nao controlada diminuiu a
formacdo Ossea mandibular, reduziu a taxa de remodelacdo dssea e
afetou a qualidade da estrutura 6ssea, resultando em retardo no

desenvolvimento esquelético.
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2.1.3 Estudos em humanos

Estudos mostraram reducdo da densidade mineral 6ssea
nos pacientes com DM tipo 1 (Vestergaard et al., 2007) e aumento da
densidade mineral 6ssea em pacientes com DM tipo 2 (Isaia et al., 1999;
Vestergaard et al., 2007).

Rix et al. (1999) observaram que pacientes com
neuropatia periférica associada ao DM tipo 1 apresentavam maior
reducdo da densidade mineral 6ssea.

Takizawa et al. (2008) avaliaram 151 homens portadores
de DM tipo 2 e observaram reducao significativa de osteocalcina sérica e
niveis do marcador de reabsorcdo Ossea Fosfatase acida resistente ao
tartarato (TRAP) significantemente mais elevados nesses pacientes.

Capoglu et al. (2008) acompanharam durante 12 meses
pacientes portadores de DM néo controlada. Os pacientes foram
submetidos a exames de urina e sangue para avaliacdo de marcadores
séricos de formacédo e reabsor¢do 0ssea no inicio e no final da pesquisa.
Os resultados mostraram que esses pacientes apresentavam niveis
diminuidos de marcadores de formacéo e reabsorcédo 0ssea. Os autores
concluiram que a melhora no controle glicémico € crucial para a melhora

no processo de remodelacao 0ssea.

2.2 Regeneracdo Ossea Guiada

Os resultados clinicos favoraveis obtidos com o uso dos

implantes osseointegrados e o0s resultados documentados sobre a
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integracdo tecidual tornaram seu uso confidvel no tratamento dos
pacientes. Entretanto, um dos principais requisitos para o sitio que
recebera o implante é o adequado volume de osso alveolar (Donos et al.,
2002; Jardini et al., 2005; Adeyemo et al., 2008).

Técnicas para promover ganho de tecido 6sseo, como a
regeneracdo 0ssea guiada (ROG) e o enxerto 0sseo autdogeno (EOA)
permitem a colocacdo de implantes em areas que nao seriam possiveis
(Buser et al., 1995; Buser et al., 1996; Donos et al., 2002).

A ROG consiste na colocacdo de uma membrana e tem
como objetivo promover ganho 6sseo (Buser et al., 1993).

Esta técnica tem sido empregada em varios casos de
implantes dentarios em que ha quantidade (volume) insuficiente de osso
no local receptor do implante (Taguchi et al., 2005).

Para o sucesso da ROG, alguns requisitos devem ser
seguidos, como estabilizacdo mecanica do enxerto, prevencdo de
infeccdo bacteriana, manutencéo do espaco sob a membrana, separacao
de células osteogénicas das nédo-osteogénicas (Alberius et al., 1992;
Donos et al., 2002), estabilidade da membrana, tamanho dos poros nas
membranas, selamento periférico entre a membrana e 0 0Sso, e
adequado suprimento sanguineo (Lundgren et al., 1995).

Para que a membrana seja efetiva, deve apresentar
algumas caracteristicas, como biocompatibilidade, integragdo ao tecido,
selecdo de células que irdo repovoar a area, estabilidade mecanica e facil
manuseio (Kim et al., 2005).

A membrana colagena € um biomaterial reabsorvivel. A
membrana Bio-Gide (Bio-Gide®, Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland) é
composta de fibras colagenas do tipo | e Illl de origem suina, sem
gualquer outro componente organico ou quimico. Apresenta duas
camadas, uma compacta e outra porosa. A camada compacta apresenta

superficie lisa que protege contra a infiltracdo por tecido conjuntivo,
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enquanto a camada porosa permite a passagem de células. Quando
utilizada para ROG, as duas camadas podem permitir a migracdo de
células osteogénicas e impedir a proliferacdo de tecido conjuntivo,
respectivamente (Taguchi et al., 2005).

Apesar de ndo apresentarem proteinas especificas do
0sso, as fibras colagenas da membrana colagena podem servir como um
arcabouco para células osteogénicas em defeitos ésseos, além de
funcionar como uma barreira contra a invasdo do tecido conjuntivo
circundante (Taguchi et al., 2005).

A técnica do EOA requer remocdo de tecido 6sseo do
proprio paciente e tem sido considerada como “gold standard” das
técnicas de ganho de tecido 6sseo por ser imunologicamente inerte e
osteogénico (Jardini et al., 2005; Khan et al., 2005).

A regeneragdo e a incorporagdo do enxerto 0sseo
envolvem a interacdo entre o enxerto 6sseo e o leito receptor por meio de
um complexo processo de proliferacdo celular, migracdo, diferenciacao e
revascularizagcéo (Adeyemo et al., 2008).

Quando a técnica do enxerto 6sseo autdgeno é utilizada
isoladamente, apresenta como principal desvantagem a possibilidade de
parte do osso enxertado sofrer reabsorcdo com o passar do tempo
(Jardini et al.,, 2005), e alguns fatores como origem embriologica,
arquitetura, dimenséo e orientagcdo do enxerto podem contribuir para o
fracasso da técnica (Khan et al., 2005).

Matsuzaka et al. (2001) e Donos et al. (2002)
demonstraram que o0 uso de membranas para recobrimento do enxerto
autégeno acelera a migracdo de células osteogénicas, a formacado de
0SSO Novo e a mineralizagao.

Hammerle et al. (2001) observaram ganho de tecido
0sseo0 em defeitos 0Osseos recobertos por membrana colagena

reabsorvivel concomitante a colocacdo do implante. Hammerle et al.
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(2008) observaram que a membrana colagena favoreceu o ganho de
tecido 6sseo horizontal prévio a cirurgia para colocacdo de implantes.

Donos et al. (2002) avaliaram a regeneracao de enxertos
0sseos autdégenos em bloco com e sem recobrimento de membrana de
politetrafluoretileno expandido (PTFE-e). Entre os dias 15 e 180 apos a
cirurgia, o enxerto passou por processo de reabsor¢cédo e remodelacéo, e
a area criada pela membrana foi parcialmente ocupada pelo enxerto
0sseo e gradualmente preenchida por osso neoformado. Apés 180 dias, 0
enxerto recoberto por membrana estava completamente integrado no
0sso neoformado, o que tornou praticamente impossivel a identificacdo da
juncdo entre o enxerto e o 0sso neoformado. Nesse mesmo periodo,
guando ndo houve recobrimento dos enxertos pela membrana, observou-
se reabsorcao das bordas do enxerto.

Jardini et al. (2005) avaliaram o uso de membranas de
PTFE-e em espécimes de enxerto 0sseo autdogeno e observaram perda
0ssea no periodo de cicatrizacdo do grupo em que a membrana nao foi
utilizada. A partir do 21° dia, o grupo que recebeu apenas 0 enxerto 0Sseo
autogeno sofreu extensiva reabsorcdo dssea, enquanto 0 grupo em que
0s enxertos foram recobertos por membrana de PTFE-e mostrou
regeneracao 0ssea difusa além das bordas do enxerto.

Adeyemo et al. (2008) demonstraram em ovelhas que a
combinacdo do enxerto 6sseo em bloco e a ROG resulta em maior ganho
0sseo em comparagdo com o enxerto 6ésseo usado isoladamente. Apés 4
semanas, observou-se maior formacao éssea nos espécimes em que o
enxerto 6sseo foi recoberto por membrana coldgena reabsorvivel. A
membrana formou um espaco que foi preenchido pelas células
formadoras de osso originadas da margem do enxerto 6sseo durante o
processo de regeneracao.

As complicacdes decorrentes da DM séo a principal causa

de morbidade e mortalidade dos portadores dessa doenca; E a melhora
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do controle da DM vem se refletindo no aumento da expectativa de vida
desses pacientes (Brownlee, 2001). Levando-se em consideracdo o
aumento da incidéncia dessa patologia na populacdo em geral, associada
ao aumento da expectativa de vida e consequente aumento da demanda
pelas reabilitagcbes funcionais e estéticas com procedimentos
reconstrutivos e implantes osseointegrados, seria interessante avaliar o
comportamento bioldégico no processo de reparo dos enxertos autdgenos

em bloco em modelo animal.



3 PROPOSICAO

Avaliar, guantitativamente e qualitativamente, o processo
de reparo 6sseo de enxerto 0sseo autdgeno em bloco, associado ou néo
a membrana colagena reabsorvivel.

Verificar se a Diabetes Mellitus exerceu alguma influéncia
guantitativa e qualitativa sobre o processo de reparo dos enxertos 0sseos

autégenos em bloco.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e grupos experimentais

Este estudo foi realizado de acordo com o0s Principios
Eticos para a Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Local da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos —
UNESP sob o protocolo n* 02/2011-PA/CEP (ANEXO A).

Este trabalho teve o apoio financeiro da Fundagéo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP (processo n°
10/52697-7).

Nesse estudo foram utilizados 60 ratos adultos (Rattus
norvegicus, variacdo albinus, Wistar) com sessenta dias de idade, com
peso em torno de 200 g, mantidos em gaiolas, alimentados com racao
Guabi Nutrilabor e agua ad libitum, fornecidos pelo Biotério da Faculdade
de Odontologia de Sédo José dos Campos - UNESP. Foi necessario a
reposicao de 12 ratos que morreram durante o estudo, 4 ratos apoés a
inducéo ao diabetes, 3 ratos durante o procedimento cirargico e 3 ratos de
causas desconhecidas, 2 ratos devido a sobredosagem anestésica.

Os 60 animais utilizados foram divididos aleatoriamente
em dois grupos experimentais, cada um contendo 30 animais:

- Grupo Teste (D), composto por ratos com
diabetes induzida pela administragéo de aloxana.
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- Grupo Controle (C) composto por ratos
normoglicémicos, ou seja, que nao receberam a
administracao da aloxana.
O mesmo animal foi submetido a 2 cirurgias, uma em
cada mandibula, diminuindo-se assim pela metade o niumero de animais

necessarios ao estudo.

4.2 Anestesia

Para a realizacdo das afericdes da glicemia, cirurgias de
enxertia e eutanasia, os animais foram anestesiados, via intramuscular,
com uma solucéo de 13 mg/Kg de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5-6-dihidro-
4H-1,3 tiazina (Anasedan - Agribands do Brasil), substancia com
propriedades sedativas e analgésicas, além de relaxante muscular e 33
mg/Kg de ketamina base (Dopalen — Agribands do Brasil), anestésico

geral,.

4.3 Inducéo da diabetes mellitus experimental

Para inducdo da DM experimental, utilizou-se aloxana
monohidratada (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) diluida em
solucéo salina estéril, na concentracao de 150mg/mL.

Os ratos selecionados ficaram em jejum por um periodo

de 16 horas. Os ratos foram anestesiados e foi realizado a coleta de
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amostra de sangue da veia caudal para a afericdo da glicemia inicial com
o aparelho One Touch Ultra (Johnson&Johnson), seguido da
administracdo via intraperitonial da solucdo de aloxana na dose de 1

ml/kg de peso do animal (Figura 1).

C

Figura 1 - Inducdo da diabetes experimental: a) perfuracdo da veia caudal; b) afericao
da glicemia pré indugdo; ¢) administragdo via intraperitonial da solugdo de aloxana
monohidratada;

Doze horas apds a administracdo da aloxana, foi
oferecido aos animais glicose (Gli instant, Lowgucar) na concentracao de
60 g por litro de dgua ad libitum, para prevenir hipoglicemia (de Amorim et
al., 2008).

Foram considerados diabéticos o0s animais que
apresentaram no dia da cirurgia e no dia da eutanasia glicemia superior a

200 mg/dl ap6s 12 h de jejum.
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Os animais do grupo controle foram submetidos a
administracao via intraperitonial de solucdo salina estéril na dose de 1ml/
kg de peso do rato, simulando a indugcdo da DM. Estes animais nao

receberam glicose.

4.4 Procedimentos cirurgicos

As cirurgias para a obtencéo e fixacdo dos enxertos foram
realizadas 15 dias apés a inducdo da diabetes. O osso parietal foi a area
doadora, enquanto o angulo mandibular foi a area receptora

4.4.1 Tricotomia e anti-sepsia

Todos o0s animais selecionados tiveram as regides
temporal, parietal e frontal e parotideo-massetérica bilaterais
tricotomizadas por meio de laminas de barbear seguido de anti-sepsia

com solucéo de gluconato de clorexidina 0,2%.

4.4.2 Anestesia Local

Para a realizacdo das cirurgias, foi realizado também a

administracao subperiosteal de 0,1 ml de anestésico local Lidocaina 2%
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(Lidovet, Uso veterinario, Bravet) sobre o osso parietal que foi a area
doadora de 0sso autdgeno, e sobre a regido do angulo da mandibula, a

area receptora, com o objetivo de analgesia pGs operatéria.

4.4.3 Execucao do enxerto

Todos os animais foram submetidos a enxertos na hemi-
mandibula direita e esquerda (Donos et al., 2002). Os enxertos na hemi-
mandibula do lado esquerdo foram recobertos por membrana de colageno
reabsorvivel (BioGide®, Geistlich Fharmaceutical, Wollhusen, Suica),
propiciando o recobrimento de todo o bloco enxertado (Grupos D-ME e C-
ME). Os enxertos realizados na hemi-mandibula do lado direito foram
realizados da mesma maneira, porém sem o0 recobrimento pela

membrana de colageno (Grupos D-E e C-E) (Figura 2).

Figura 2 - Esquema representativo do resultado cirdrgico

Para a remocdo do enxerto 6sseo, assim como para a

realizacdo das perfuracdes foi utilizado contra angulo redutor 20:1 Kavo
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Koncept e um motor elétrico (Dentflex D Force 1000) com velocidade
controlada em 600 rpm, e refrigeracdo com fluxo constante de soro
fisiologico estéril.

Para obtencé@o dos enxertos 0sseos foi realizada incisao
linear de aproximadamente 2,0 cm no centro da calvaria do animal,
expondo 0s 0ssos parietais dos dois lados, para remocédo de um enxerto
de cada lado. Foram retirados dois blocos de enxerto com o auxilio de
uma broca tipo trefina com diametro externo de 4,1 mm (Neodent — Brasil)
sob abundante irrigagdo com solucao fisiolégica (Figura 3).

As lojas cirdrgicas criadas no osso parietal foram
recobertos pelo periésteo e camada muscular suturados com fio 5,0
absorvivel de poliglactina 910 (Ethicon — Johnson & Johnson) e em
seguida a pele com fio de seda 4.0 (Ethicon — Johnson & Johnson).

ApOs a remocdo, os enxertos foram perfurados no seu
centro com uma broca tipo lanca 1,0 mm de diametro e fresa helicoidal de
1,2 mm de diametro (Conexao Sistema de proétese Ltda — Brasil) em baixa
rotacdo, refrigerada com soro fisioldgico, para fixacdo do mesmo ao leito
receptor por meio de parafuso cortical de fixagdo auto-rosqueante de
titanio (Figura 4).

Os enxertos foram atravessados pelo parafuso cortical de
fixacdo auto-rosqueante de titdnio com 2,0 mm de didametro de cabeca,
1,5 mm de diametro de corpo e 2,6 mm de comprimento (Conexao
Sistema de prétese Ltda — Brasil) para fixacdo do conjunto, parafuso e
enxerto, na mandibula direita e o conjunto parafuso, membrana colagena
e enxerto na mandibula do lado esquerdo (Figura 5).

Na mandibula, area receptora, foi realizada incisao linear
na pele, de extensdo aproximada de 1,5 cm, paralela ao arco zigomatico,
entre o angulo da boca ao angulo da mandibula dos dois lados,
visualizando o musculo masseter, que foi divulsionado, utilizando-se

instrumentos desenvolvidos especialmente para esta finalidade, até
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atingindo a face lateral da mandibula. Foi realizada a perfuracdo com
broca tipo lanca 1,0 mm de diametro e fresa helicoidal de 1,2 mm de
didametro (Conexdo Sistema de prétese Ltda — Brasil) em baixa rotagéao,
refrigerada com soro fisiolégico, por meio de parafuso cortical de fixagéo
auto-rosqueante de titanio, a fim de permitir a fixacdo do enxerto 0sseo e

da membrana colagena de acordo com o grupo experimental (Figura 6).

Para a hemi-mandibula do lado esquerdo, a membrana
coldgena foi posicionada entre o enxerto e a cabeca do parafuso para que
a membrana ficasse estabilizada e recobrisse completamente o bloco de
enxerto (grupos D-ME e C-ME) (Figura 6).

As membranas de colageno foram recortadas de maneira
uniforme utilizando uma matriz de aluminio medindo 7 x 7 mm.

Apos a fixacdo e estabilizagdo dos enxertos, com ou sem
recobrimento pela membrana colagena, foram realizados suturas por
planos, suturando-se primeiramente a camada muscular com fio 5,0
absorvivel de poliglactina 910 (Ethicon — Johnson & Johnson) e
posteriormente a pele com fio de seda 4.0 (Ethicon — Johnson & Johnson)
(Figura 6).

Em seguida foi realizada a limpeza das regides operadas
com solucéo de clorexidina 0,2%. Apoés a cirurgia, 0s animais receberam

dieta normal e agua “ad libitum”.

4.4.4 Antibidtico

Apds os procedimentos cirdrgicos para a realizacdo dos

enxertos 0sseos, todos 0s animais receberam dose Unica de 1 mg de
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antibidtico/Kg de peso no animal (Pentabidtico Veterinario — Fort Dodge)

por via intramuscular.

C d

Figura 3 - Exposicao e preparo do leito doador: a) tricotomia e desinfeccao; b) inciséo
linear; c) divulsdo muscular e exposicéo do osso parietal; d) area doadora do enxerto.
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C d

Figura 4 - Preparo do enxerto: a) broca tipo lanca 1,0 mm de diametro; b) fresa
helicoidal de 1,2mm; c) perfuracao inicial do enxerto; d) alargamento da perfuracao.
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e f

Figura 5 - Fixacdo do parafuso ao enxerto: a,b) parafuso cortical de fixacdo auto
rosqueante de titanio; c, colocacdo do parafuso no enxerto; d) conjunto parafuso e
enxerto; e) colocagdo do parafuso na mambrana colagena; f) conjunto parafuso,
membrana colagena e enxerto.
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9

Figura 6 - Exposicéo e preparo do leito receptor: a) tricotomia e desinfecc¢ao; b) incisdo
linear; c) divulsdo muscular e exposi¢cdo do osso parietal; d) area doadora do enxerto;
e, f) recobrimento da loja 6ssea cirdrgica com membrana colagena reabsorvivel; g)

sutura periésteo e camada muscular.
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4.4.5. Eutanasia

Os animais foram anestesiados, e realizado a perfusao
cardiaca com formalina 4%.
A eutanasia de 5 animais por grupo experimental foi

realizada nos seguintes periodos: 0 hora, 7, 14, 21, 45 e 60 dias.

4.5 Processamento histoldgico

De acordo com o grupo e periodo de cada rato, as hemi-
mandibulas foram removidas e armazenadas para fixacdo em solucéo de
formaldeido a 10%, tamponado, durante um periodo maximo de 48 horas.
Cada espécime foi catalogada e codificada.

4.5.1 Desmineralizacdo das pecas cirargicas

As pecas foram desmineralizadas com solucdo de EDTA
10%, pH 7,4 em aparelho de micro-ondas (PELCO 3441, Ted Pella, Inc.,
CA, USA), (Madden, Henson, 1997), pertencente ao Laboratério de
Patologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Sao Leopoldo
Mandic, em Campinas. Para tanto, os espécimes foram armazenados em
um recipiente contendo EDTA, que por sua vez era colocado em um

segundo recipiente contendo gelo triturado para que se mantivesse a
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temperatura em 33 °C durante a realizagdo dos ciclos. O conjunto era
entdo levado ao aparelho de micro-ondas e submetido a ciclos de 15 min
com troca do gelo entre os ciclos e troca do EDTA a cada 1 h (4 ciclos)
(Figura 7).

Figura 7 aparelho de micro-ondas PELCO 3441, (Ted Pella, Inc., CA, USA)

4.5.2 Preparo das laminas para analise histolégica e histomorfométrica

Com a desmineralizacdo completa das pecas, o0s
parafusos foram removidos, e as pecas foram incluidas inteiras em bloco
de parafina. Os blocos foram submetidos a cortes semi-seriados, com
5um de espessura, sendo 5 cortes consecutivos por lamina, com niveis
de intervalos de 350 ym entre os niveis de corte, resultando num total de

8 a 9 niveis e laminas por espécime. Estas laminas foram coradas com
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Hematoxilina e Eosina (HE — Merck & Co, Inc.) para a analise histolégica

e histomorfométrica (Figura 8).

Figura 8 - Esquema representativo dos cortes histologicos.

4.6 Analise Microscopica

A analise microscopica foi feita através da captura de
imagens das laminas a partir de um microscépio de luz Axiophot 2 (Carl
Zeiss, Oberkdchen, Alemanha) acoplado a uma camera digital AxioCam
MRc 5 (Carl Zeiss Oberkdchen, Alemanha) que as transmite para o
programa computacional AxioVision Release 4.7.2.

As estruturas analisadas foram: matriz 0ssea do leito
receptor e enxerto, matriz 6ssea neoformada na interface leito receptor e
enxerto e ao redor do enxerto, ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos,
tecido conjuntivo interposto entre leito receptor e enxerto e ao redor do

enxerto, espacos medulares.
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4.6.1 Analise histologica

Foram utilizados para a analise os niveis de cortes mais
proximos as bordas da perfuracdo com distancia de 1400 ym entre o0s
niveis. A andlise histoldégica foi realizada inicialmente em pequeno
aumento para ter uma visibilidade global dos cortes. Foi realizada a
ampliacdo para observar os detalhes de cada area, e feito uma analise
qualitativa dos tecidos. Foram avaliados os seguintes aspectos dos
cortes: caracteristicas do leito receptor (caracteristicas gerais como tipo
de osso, areas de reabsorcdo e neoformacdo); em seguida, a interface
leito-enxerto quanto a presenca de areas de reabsor¢cdo e neoformacao
0ssea, tecido conjuntivo interposto, integracdo e integridade do enxerto

com o leito.

4.6.2 Anéalise Histomorfométrica

Para a andlise, utilizou-se laminas de todos o0s grupos,
nos dois niveis mais proximos as bordas da perfuracdo com distancia de

1400 pm entre os niveis.

Em cada nivel de corte selecionado, foi obtida uma
imagem global do corte histologico (25x) para avaliagdo do
posicionamento do enxerto no leito e altura do enxerto. Foram realizadas
também imagens das bordas laterais do enxerto do lado direito e do lado
esquerdo para avaliagdo da matriz 6ssea neoformada sobre o leito

receptor e ao redor do enxerto (100x). Duas imagens posicionadas entre
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0 centro e as laterais do enxerto em que foi possivel avaliar a area de

integracao entre leito receptor e enxerto também foram feitas.

As imagens foram arquivadas em formato JPEG, e
submetidas a andlise histomorfométrica com utilizacdo do programa
computacional NIH Image J 1.35s, de dominio publico. Tal programa
possibilitou delimitacdo da altura do enxerto, a quantidade de matriz
O0ssea neoformada e delimitacdo da area de integracdo do enxerto com o

Jleito.

As imagens possuiam cédigos que nao permitiram a
identificacdo do grupo experimental ao qual pertenciam, possibilitando
uma analise cega dos dados. Estes foram tabulados e submetidos a

andlise estatistica.

4.6.2.1 Analise Histomorfométrica da altura do enxerto

Para a delimitacdo da altura do enxerto, foram utilizadas
as fotos em menor aumento (25x), com escala em barra no comprimento
de 500 um obtida e calibrada pelo programa computacional AxioVision
Release 4.7.2. Através do programa computacional NIH Image J 1.35s
com a ferramenta “Straight line selection” selecionou-se uma linha sobre a
barra da escala, a distancia conhecida na escala era de 500 um obtendo
distdncia em pixel padronizada de 248,00, calibrando a ferramenta em
0,496 pixel/ um (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 — Representacdo da calibracdo do programa computacional NIH Image J 1.35s
para a analise da altura do enxerto.

A partir da padronizacdo dessa ferramenta, foi medida a
altura do enxerto, nas fotos dos cortes histologicos de todos os niveis das
pecas cirurgicas obtidas de todos os ratos, padronizando uma linha
perpendicular da superficie até a base, no centro do enxerto. Os

resultados foram tabelados e submetidos a andlise estatistica.
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Figura 10 — Representacédo da medida e resultado da altura do enxerto.

4.6.2.2 Analise histomorfométrica da neoformacao 6ssea nas bordas do

enxerto

Para avaliacdo da quantidade de osso neoformado nas
bordas laterais do enxerto, as microfotografias foram realizadas com as
bordas laterais do enxerto centralizadas na imagem (100x).

A delimitagdo da neoformacédo 0ssea ao redor do enxerto
foi realizada através da ferramenta “Grid” do programa computacional NIH
Image J 1.35s padronizando uma divisdo de cada fotografia em 25

colunas por 20 linhas, totalizando 500 pontos de intersecc¢éo (Figura 11).



50

Figura 11 — Representacdo da calibracdo do programa computacional NIH Image J 1.35s
para a anélise da neoformacéo dssea ao redor do enxerto.

Os pontos de interseccdo que coincidiam com a area de
neoformagdo Ossea nas bordas laterais do enxerto, foram contados
através da ferramenta “point selection”. Os dados de cada corte

histoldgico foram tabelados e submetidos a analise estatistica (Figura 12).
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Figura 12 — Representacdo da marcacdo dos pontos de interseccdo no grid com
neoformacao éssea ao redor do enxerto e resultado.

4.6.2.2 Analise histomorfométrica da &rea de integracdo do enxerto ao
leito receptor

Para a avaliacdo da integracdo do enxerto ao leito
receptor, foram realizadas duas imagens posicionadas entre o centro e as

laterais do enxerto.

Para a delimitacdo da superficie de integracdo do enxerto
ao leito receptor, utilizou-se aumento de 100x, com escala em barra no
comprimento de 100 um obtida e calibrada pelo programa computacional
AxioVision Release 4.7.2. Através do programa computacional NIH Image
J 1.35s, com a ferramenta “Segmented line selection” selecionou-se uma
linha sobre a barra da escala, a distancia conhecida na escala era de 100
Mm obtendo distancia em pixel padronizada de 184,00, calibrando a

ferramenta em 1,840 pixel/ um (Figura 13).
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Figura 13 — Representacao da calibracdo do programa computacional NIH Image J 1.35s
para a analise da area de osseointegracao leito-enxerto.

A partir dessa padronizacdo, avaliou-se as areas de
integracdo do enxerto ao leito receptor. As medidas foram realizadas
através da ferramenta “Segmented line selection” do programa
computacional NIH Image J 1.35s, padronizando uma linha na regido em
gue ocorreu integracdo Ossea entre o leito receptor e o enxerto, nao
medindo regides que encontrava tecido conjuntivo interposto. Os

resultados foram tabelados e submetidos a analise estatistica (Figura 14).
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Figura 14 — Representacdo da medida e resultado da area de osseointegracdo leito-
enxerto.

4.7 Delineamento experimental e analise estatistica

A andlise estatistica realizada obedeceu a uma estrutura
fatorial tipo 2 x 2 x 6, sendo as variaveis experimentais, ou fatores de
estudo, a condicdo dos animais Diabético (D) ou Controle (C), o
tratamento realizado, a membrana de colageno quanto a sua auséncia (E)
ou presenca (ME) no recobrimento do enxerto e os periodos de sacrificio
(zero, 7, 14, 21, 45 e 60 dias).

As variaveis resposta foram os valores da altura do
enxerto, a neoformacdo 0ssea na borda lateral do enxerto e a superficie
de integracdo dos enxertos ao leito receptor, obtidas através do programa
computacional NIH Image J 1.35s, de dominio publico.
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Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica
por meio do programa computacional: MINITAB (Minitab, version 14.12,
2004).

A estatistica descritiva consistiu no céalculo de médias e
desvio padrdo, enquanto que a estatistica inferencial foi realizada atraves
da analise de variancia (ANOVA) 3 fatores (efeito fixo) e teste de Tukey,

ambos ao nivel de significAncia convencional de 5%.

O estudo do efeito interagdo condigcdo x tratamento X
periodo de eutanasia foi conduzido por meio do grafico de meédias
realizado no programa computacional Microsoft Office Excel 2007 for

Windows.



5 RESULTADOS

Todos os ratos operados foram analisados, a cicatrizacéo cirargica
ocorreu sem complicacdes. Os animais que foram induzidos a DM
apresentaram , 14 dias apés a inducdo, no dia da cirurgia e no dia da
eutanasia, glicemia superior a 200 mg/dL.

Os animais induzidos ao diabetes dos grupos 45 e 60 dias ap0s a
inducdo apresentaram perda de peso comparado ao dia da inducéo,
sendo essa perda de peso maior nos ratos que apresentaram valores de
glicemia mais altos. Nesses ratos também observou-se retinopatia e
dificuldade de cicatrizagdo. Para os ratos controle, houve ganho de peso
e manutencao da glicemia com a evolucao do periodo (Figura 15).
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Figura 15 — Rato diabético. a) e b) Retinopatia; c) Dificuldade de cicatrizacao.

5.1 Andlise descritiva

5.1.1Dia0

Nesse periodo observou-se que os ratos diabéticos (D)
apresentavam tanto no leito receptor quanto no enxerto maior quantidade
de espacos medulares quando comparado com os ratos do grupo controle
(C). Para todos os grupos em que foi utilizada a membrana (D-ME e C-

ME), observou-se que esta recobria todo o enxerto e parte do leito.
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5.1.2Dia7

Nesse periodo observou-se que os ratos diabéticos (D-E
e D-ME) apresentavam tanto no leito receptor quanto no enxerto, maior
guantidade de espacos medulares quando comparado com o0s ratos
controle (C-E e C-ME). Alguns espécimes apresentaram discreta
neoformacédo éssea sendo um rato no grupo controle, sem o recobrimento
pela membrana (C-E), em quatro ratos diabéticos, sendo 3 ratos sem
membrana (D-E). Esse tecido 0sseo neoformado apresentou superficie
recoberta por numerosos osteoblastos. Em todos os ratos em que o
enxerto ndo foi recoberto pela membrana (D-E e C-E), observou-se tecido

conjuntivo interposto, com caracteristicas de tecido mais imaturo.

5.1.3 Dia 14

Nesse periodo observou-se que os ratos diabéticos (D-E
e D-ME) apresentavam tanto no leito receptor quanto no enxerto, maior
guantidade de espacos medulares quando comparado com o0s ratos
controle (C-E e C-ME). Todos o0s espécimes apresentaram tecido
conjuntivo interposto fibroso e vascularizado. A partir desse periodo pode-
se observar neoformacdo éssea nas bordas do enxerto e na interface
leito-enxerto discretos pontos de unido. De todos 0s espécimes, apenas
um rato de cada grupo ndo apresentou neoformagédo é6ssea. O 0SSO

neoformado apresentava ostedcitos volumosos e superficie recoberta por
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numerosos osteoblastos. Um rato diabético com a membrana (D-ME),

apresentou neoformacéo 6ssea na base do enxerto.

5.1.4 Dia 21

A partir desse periodo, comecgou-se a observar
reabsorcao das bordas laterais do enxerto, especialmente nos grupos nao
recobertos pela membrana (C-E e D-E). Observou-se também maior
neoformacgdo 6ssea tanto na interface leito-enxerto como ao redor do
enxerto. Neste ultimo caso, um espécime controle e um diabético, ambos
sem a membrana (C-E e D-E), mostraram integracao parcial do enxerto
ao leito.

Na interface leito-enxerto, a quantidade de tecido
conjuntivo interposto foi menor quando comparada ao periodo anterior, e
pode-se também observar que houve menor quantidade desse tecido nos
espécimes recobertos pela membrana (C-ME e D-ME). Nessa mesma
regido, observou-se maiores areas de integracdo enxerto ao leito, quando
comparado ao periodo 14 dias. Nesse caso, observou-se que 6
espécimes recobertos pela membrana (3 controle (C-ME) e 3 diabéticos
(D-ME)) mostraram integracao do enxerto ao leito, ao passo que apenas 4
nao recobertos pela membrana apresentaram 0 mesmo padrao (2
controles (C-ME) e 2 diabéticos (D-ME)).

O osso neoformado nos ratos diabéticos (D-E e D-ME)
mostrou-se mais trabecular que o apresentado pelos ratos controle (C-E e

C-ME), assim como o 0sso do enxerto e do leito receptor.
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5.1.5 Dia 45

Todos os enxertos recobertos pela membrana (D-ME e C-
ME) estavam integrados ao leito receptor, enquanto dentre os espécimes
em que a membrana ndo estava presente (D-E e C-E), apenas 3 do grupo
controle e 3 do grupo diabetes apresentavam integracdo do enxerto ao
leito.

A quantidade de tecido conjuntivo na interface leito-
enxerto foi menor quando comparada ao periodo anterior. Dentre os
guatro grupos, o que apresentou maior quantidade de tecido interposto foi
o grupo dos ratos diabéticos cujo enxerto ndo foi recoberto pela
membrana (D-E).

O enxerto dos grupos nao recobertos pela membrana (D-
E e C-E) exibiu reabsor¢céo tanto das bordas laterais como da superficie
voltada para a camada muscular, enquanto os recobertos pela membrana
(D-ME e C-ME) apresentavam apenas discreta reabsorcdo das bordas
laterais.

Houve reabsor¢cdo nas bordas laterais do enxerto e
preenchimento por osso neoformado, sendo que nos grupos D-ME e C-
ME, essa delimitacdo, por vezes, foi de dificil visualizac&o.

Observou-se ainda que o 0sso neoformado nos grupos
controle (C-E e C-ME) apresentavam ostedcitos menores, enquanto o
0sso neoformado nos ratos diabéticos (D-E e D-ME) apresentavam maior

guantidades de espacos medulares.
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5.1.6 Dia 60

Todos os espécimes recobertos pela membrana (D-ME e
C-ME) apresentaram osseointegracdo, enquanto os nao recobertos do
grupo controle (C-E) apenas em quatro foi observado. O grupo D-E
apresentou 3 espécimes com osseointegracdo, e um espécime com
pontos de integracéo leito-enxerto.

Os grupos C-E e D-E apresentaram reabsorcao lateral e
da superficie do enxerto, enquanto nos grupos C-ME e D-ME, observou-
se que o enxerto apresentava discreta reabsorcao.

Embora todos o0s espécimes tenham mostrado
neoformacdo Ossea lateral, apenas os do grupo controle (C-E e C-ME)

mostraram neoformacdo Gssea sobre o enxerto.
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Figura 16 — Dia 0. a) Rato C-E; b) Rato C-ME. (E) Enxerto, (L) Leito receptor, (M)
Membrana.

Figura 17 — Dia 7. a e b) Rato C-E; c e d) Rato D-E. (E) Enxerto, (L) Leito receptor, (%)
neoformacao 6ssea, (%) Tecido conjuntivo.
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Figura 18 — Dia 14. a, b e ¢) Rato C-E; d e e) Rato D-ME. (E) Enxerto, (L) Leito receptor,
(*) neoformacéo éssea, (%) Tecido conjuntivo.
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Figura 19 — Dia 21. a, b, c e d) Rato C-E; e, f, g e h) Rato C-ME. (E) Enxerto, (L) Leito
receptor,(M) Membrana (%) neoformacgéo 0ssea, (<) Tecido conjuntivo.
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Figura 20 — Dia 21. a, b, c e d) Rato D-E; e, f, e g) Rato D-ME. (E) Enxerto, (L) Leito
receptor,(M) Membrana (*) neoformacgéo 0ssea, (<) Tecido conjuntivo.
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Figura 21 — Dia 45. a, b, c e d) Rato C-E; e, f, g e h) Rato C-ME. (E) Enxerto, (L) Leito
receptor, (%) neoformacao 6ssea.
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Figura 22 — Dia 45. a, b, c e d) Rato D-E; e, f, g e h) Rato D-ME. (E) Enxerto, (L) Leito
receptor, (*) neoformacao 6ssea.



Figura 23 — Dia 60. a, b, c e d) Rato C-E; e, f, g e h) Rato C-ME. (E) Enxerto, (L) Leito
receptor, (*) neoformacéo 6ssea, (®)Reabsor¢do lateral do enxerto e neoformacéo
Ossea.
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Figura 24 — Dia 60. a, b, ¢ e d) Rato D-E; e, f, g e h) Rato D-ME. (E) Enxerto, (L) Leito
receptor, (*) neoformacéo 6ssea, (¥)Reabsorcao lateral do enxerto e neoformacgéo
Ossea.
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5.2 Analise Histomorfométrica

Para avaliar o relacionamento entre as variaveis
experimentais: a condicdo dos animais: Diabético (D) ou Controle (C); o
tratamento realizado: a membrana de colageno quanto a sua auséncia (E)
ou presenca (ME) no recobrimento do enxerto, e os periodos de
eutanasia (zero, sete, 14, 21, 45 e 60 dias). Os dados obtidos neste
estudo, foram submetidos ao modelo estatistico da analise de variancia

Os valores médios das condi¢des experimentais Condicao
x Tratamento x Tempo sdo comparados entre si, por meio do teste de
Tukey (5%).

5.2.1 Altura do enxerto

A estatistica descritiva (médiatdesvio padréo) dos dados
obtidos da altura do enxerto é apresentado por meio da Tabela 1 e

mostrada a seguir.



Tabela 1 - Média e desvio padrao da altura do enxerto (um)
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(Continua)
TEMPO T0 T7 T14
TRATAMENTO E  ME E  ME E ME
6163 5206 5632 5561 5447+ 542.8
CONTROLE 6678 4362 272 4294 535  +394
CONDICAO
5158 529.6 4788 4764+ 4637
DIABETES 1697 1362 02%42 539 606 1672
(Concluséo)
TEMPO T21 T45 T60
TRATAMENTO E ME E  ME E ME
5434 567.6 5137 5157  489.2 5424
CONTROLE 1008 +60.8 423 38 421 4275
CONDICAO
445 4401 4784 5124  486.89 4804
DIABETES 5169 $483 874 480.6 +19.47 4555

O resultado do teste ANOVA (dois fatores) das condi¢des

experimentais Tempo, condicdo e Tempo tratamento, para a altura do

enxerto, e os valores médios comparados entre si, por meio do teste de

Tukey (5%). sdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Teste ANOVA. Tempo x Condicdo para altura do enxerto.

TEMPO TO T7 T14 T21 T45 T60
CONTROLE 57295 559.69 543.78 55545 514.71 515.77
) A AB ABC AB  ABCD ABCD
CONDICAO
DIABETES 52271 47036 470.04 44254 59540 483.66
ABCD  CD CD D ABCD BCD

p<0,05
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Tabela 3 - Teste ANOVA. Tempo x Tratamento para a altura do enxerto.

TEMPO TO T7 Ti4 T21 T45 T60
E 566.05 512.59 510.58 49418 496.03 488.04
A A A A A A
TRATAMENTO
ME 529.61 517.46 503.24 503.82 514.08 511.40
A A A A A A
p<0,05

Altura x Tempo
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300

T0 T7 T14 T21 T45 T60

Figura 25 — Gréfico dos valores médios das condigbes experimentais Condigdo X
Tratamento x Tempo comparados entre si. D-E (Diabético-enxerto); D-ME (Diabético-
membrana-enxerto); C-E (Controle-Enxerto); C-ME (Controle-membrana-enxerto).

Analisando a tabela 2 e a figura 24, as variaveis tempo e
condicéo, observa-se tanto no grupo controle (C) quanto diabete (D), que
ocorre diminuigdo da altura do bloco com o decorrer do tempo, porém
essa diminuicdo n&o foi estatisticamente significante intra grupo.
Comparando os grupos diabéticos (D) e controle (C) entre si, ocorreu

diferenca estatisticamente significante nos dias 7 e 21.
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Analisando a tabela 3 e a figura 25, as variaveis tempo e
tratamento, observa se que nas duas formas de tratamento (E), (ME),
houve reducdo da altura do enxerto, redugdo maior nos grupos sem a
membrana (E). No entanto, para essa reducédo da altura do bloco, ndo
observa-se diferenga estatisticamente significante intra e inter grupo (E),
(ME). Podendo-se verificar, por meio do teste ANOVA, nem a condi¢cdo

nem o tratamento influenciaram estatisticamente na altura dos blocos.

5.2.2 Neoformacéo

A estatistica descritiva (médiatdesvio padrdo) dos dados
obtidos da neoformacado éssea sao apresentados por meio da Tabela 4 e

mostrada a seguir
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Tabela 4 - Média e desvio padréo da neoformacéo

(Continua)

TEMPO TO T7 T14

TRATAMENTO E ME E ME E ME

0.00 0.00 0.00 0.00 202 232

CONTROLE 500 4000 2000 4000 +1.06 +1.64
CONDICAO
000 000 000 000 249 368
DIABETES 500 +000 000 2000 +0.82 +2.29
(Conclusao)
TEMPO T21 T45 T60
TRATAMENTO E ME E  ME E ME
302 5466 198 864 766 0.22
CONTROLE 1551 4148 301 4210 +6.03 +3.04
CONDICAO
oiaBETES 222 170 244 756 476 7.2

+2.75 211 +3.19 +2.56 +6.57 +4.44

O resultado do teste ANOVA (2 fatores) das condi¢des
experimentais, Tempo condi¢cdo e Tempo tratamento, para a neoformagéao
0ssea, e os valores médios comparados entre si, por meio do teste de

Tukey (5%). sdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Teste ANOVA. Tempo x Condigao para neoformacao 6ssea

TEMPO TO T7 T14 T21  T45  T60
CONTROLE 0.0 0.0 2.17 424 531  8.44
D D BCD BC  ABC A
CONDICAO

DIABETES 0.0 0.0 3.08 1.96 5.00 6.09
D D BCD CD ABC AB

p<0,05
Tabela 6 - Teste ANOVA. Tempo x Tratamento para neoformacado 6ssea.
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TEMPO TO T7 T14 T21 T45 T60
E 0.0 0.0 2.55 2.62 2.21 6.21
C C BC BC C AB
TRATAMENTO
ME 0.0 0.0 3.00 3.58 8.10 8.32
C C BC BC A A
p<0,05

Neoformag¢ao x Tempo

10

9 4
8 8 /), :
E ] 7/ ot
E X / == D ME
2 5
% 4 / // /7 CE
g 3 V4 ~ o —>=C ME
g 2 / #—

1

0 o !/

TO T7 T14 T21 T45 T60

Figura 26 — Gréfico dos valores médios das condigbes experimentais Condicdo x
Tratamento x Tempo comparados entre si. D-E (Diabético-enxerto); D-ME (Diabético-
membrana-enxerto); C-E (Controle-Enxerto); C-ME (Controle-membrana-enxerto).

Analisando a tabela 5 e a figura 26, as variaveis tempo e
condicdo, observa-se tanto no grupo controle (C) quanto diabetes (D),
ocorre neoformacdo éssea na periferia do enxerto de acordo com os
tempos analisados, aumento maior nos ratos do grupo controle (C), sendo

estatisticamente significante a partir do tempo 21.
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No grupo controle (C), apresentou diferenca estatistica
nos seguintes periodos: T60 p<0,05 que TO, T7, T14 e T21. T45 p<0,05
que TO, T7. T21 p<0,05 que TO, T7. No Grupo diabetes (D), apresentou
diferenca estatistica nos seguintes periodos: T60 p<0,05 que TO, T7, e
T21. T45 p<0,05 que TO, T7.

Na comparacdo entre condi¢des, diabetes (D), controle
(C), ndo se observou diferenca estatistica entre os mesmos periodos.

Analisando a tabela 6 e a figura 26, as variaveis tempo e
tratamento, nas duas situacdes ocorre neoformacao 6ssea na periferia do
enxerto, crescimento mais acentuado no grupo tratado com a membrana
(ME). Para o grupo sem a membrana (E), houve aumento
estatisticamente significativo em T60 p<0,05 que TO, T7 e T45. Para o
grupo tratado com a membrana (ME), houve aumento estatisticamente
significativo em T60 e T45 p<0,05 TO, T7, T14 e T21.

Na comparacao entre os tratamentos realizado (ME x E)
nos diferentes periodos, ocorreu diferenca estatisticamente significante
apenas no periodo T45.

A partir desses dados pode se dizer que a diabetes néao
influenciou de maneira negativa a neoformacédo O6ssea ao redor dos
enxertos. A membrana teve seu maior efeito sobre a neoformacéo 6ssea

aos 45 dias.

5.2.3 Integragao leito receptor e enxerto.

A estatistica descritiva (médiatdesvio padréo) dos dados
obtidos da integracdo do enxerto ao leito receptor sdo apresentados por
meio da Tabela 7 e mostrada a seguir.
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Tabela 7 - Média e desvio padrao da integracao leito receptor e enxerto

(Continua)
TEMPO TO T7 T14

TRATAMENTO E ME E ME E ME
0.00 0.00 0.00 0.00 244 169

CONTROLE 1000 £000 000 2000 +335 =379
CONDICAO
000 000 000 000 212 602
DIABETES 500 2000 +0.00 000  #312 +620
(Conclusao)
TEMPO T21 T45 T60
TRATAMENTO E ME E ME E ME
120 5576 1007 1944 1740 2627
CONTROLE 15095 4614  +1021 4516  +1000 +226
CONDICAO
oiApETEs 287 561 1128 2380 1221 1704

+393 610 +1016  +417 +1349 +395

O resultado do teste ANOVA (dois fatores) das condi¢des
experimentais Tempo condi¢cdo e Tempo tratamento, para a integracéo do
enxerto ao leito receptor, e os valores médios comparados entre si, por

meio do teste de Tukey (5%) séo apresentados nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8 - Teste ANOVA. Tempo x Condicdo integracao leito receptor e enxerto

TEMPO TO T7 T14 T21 T45 T60
CONTROLE 0.0 0.0 96.90 34283 14753 2183.7
B B B B A A
CONDICAO

DIABETES 0.0 0.0 407.10 42417 17539 1462.8
B B B B A A

p<0,05.

Tabela 9 - Teste ANOVA. Tempo x Tratamento para integragéo leito receptor enxerto

TEMPO TO T7 T14 T21 T45 T60
E 0.0 0.0 118.07 208 1067.2 1480.8
D D D D BC AB
TRATAMENTO
ME 0.0 0.0 385.93 559 2162.1 2165.7
D D cD cD A A
p<0,05.

Integracao Leito receptor e enxerto x
Tempo

/ e=@==D E
1500 // e ——D ME

O w—
T0 T7 T14 T21 T45 T60

Figura 27 — Grafico dos valores médios das condi¢cdes experimentais Condi¢cdo X
Tratamento x Tempo comparados entre si D-E (Diabético-enxerto); D-ME (Diabético-
membrana-enxerto); C-E (Controle-Enxerto); C-ME (Controle-membrana-enxerto).
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Analisando a tabela 8 e a figura 27, as variaveis tempo e
condicdo, observa-se tanto no grupo controle (C) quanto diabete (D), que
ocorreu aumento da integracdo do enxerto ao leito com o decorrer do
tempo, sendo nas duas condic¢des, diferenca estatisticamente significante
a partir do dia 21, sendo os periodos T60 e T45 ndo apresentando
estatistica significativa entre si. T60 e T45 p<0,05 que T21, T14, T7,TO.
Comparando os periodos entre si, ndo existiu estatistica significante em
nenhum periodo.

Analisando a Tabela 9 e a figura 27, os fatores tempo e
tratamento, observa-se para os dois tratamentos T60 e T45 p<0,05 que
T21, T14, T7,T0. Comparando os periodos entre si, apenas no tempo 45,
ocorreu diferenca estatisticamente significante entre os grupos tratados
com e sem membrana T45(E) p<0,05 que T45(ME). Podendo se dizer que
a membrana teve influencia sobre a integracdo do enxerto ao leito

receptor apenas aos 45 dias.



6 DISCUSSAO

Considerando a importancia da Diabetes Mellitus (DM) na
salude publica e o aumento da expectativa de vida da populacdo, bem
como a procura por procedimentos reabilitadores, o presente estudo
buscou avaliar a influéncia da DM no reparo de enxertos 6sseos
autégenos associados ou ndo a membrana colagena reabsorvivel em
modelo experimental de inducdo da DM em ratos Wistar.

A odontologia tem acompanhado o aumento da
expectativa de vida e conseguido propiciar aos pacientes tratamentos
reabilitadores cada vez mais especializados. A realizagdo de enxerto
0sseo autdégeno tem proporcionado a colocagdo de implantes
osseointegrados em areas que antes nao seriam possiveis (Buser et al.,
1995; Buser et al., 1996; Donos et al., 2002; Jardini et al, 2005).

A reconstrucdo de rebordos atréficos com enxertos
O0sseos autdégenos € tema de diversos estudos realizados em animais
(Dado, Izquierdo, 1989; Hardesty et al., 1990; Alberius et al.,, 1992;
Donovan et al.,, 1993) e humanos (Breine, Branemark, 1979; Misch,
Misch, 1995; Becker et al., 1996; Raghoebar et al., 1996; Williamson et
al., 1996; Garg et al., 1998; Pikos, 2000), tendo areas doadoras intra e
extra-bucais.

A escolha do rato como modelo experimental baseou-se
no fato de se tratar de um modelo jA consagrado em funcdo do baixo
custo, facilidade de armazenamento e boa disponibilidade (Kalu et al.,

1989), e da facilidade logistica.
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A utilizacdo da calvaria como area doadora e a mandibula
como area receptora baseou-se na mesma origem embrionaria e a menor
reabsorcdo observada nestes enxertos de acordo com outros estudos
realizados (Dado, Izquierdo, 1989; Donovan et al., 1993; Donos et al.,
2002).

A escolha pelo enxerto em bloco autégeno em bloco, foi
escolhida por ser considerada gold standad das técnicas de ganho de
tecido 6sseo e por ser imunologicamente inerte e osteogénico (De Marco
et al. 2005; Jardini et al., 2005; Nascimento et al., 2009; Tera, 2010).

Concomitantemente aos estudos com enxertos 0sseos
autégenos em bloco, e a regeneracao 0ssea guiada (ROG), optou-se pela
membrana coldgena por esta ser reabsorvivel sem a necessidade de
segunda cirurgia para remocdo, bem como as caracteristicas de
biocompatibilidade, capacidade de selecdo de células osteogénicas, ao
mesmo tempo que impede a invasdo de tecido conjuntivo adjacente,
favorecendo a neoformacéo 6ssea. Estudos clinicos e em modelo animal
tém mostrado resultados superiores quando esta é utilizada, e também
guando comparada a barreira de PTFE-e (Taguchi et al., 2005).

Alpar et al. (2000) avaliaram a biocompatibilidade de
barreira de PTFE-e, membrana reabsorvivel (Bio-Gide®, Geistlich AG,
Wolhusen, Switzerland) em cultura de células de fibroblastos e
osteoblastos do ligamento periodontal.. A membrana reabsorvivel (Bio-
Gide®, Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland) mostrou se biocompativel,
citocompativel e apresentou boa integracdo ao tecido conjuntivo. Por
outro lado, a barreira de PTFE-e induziu reacdes citotoxicas leves a
moderadas que reduziram a adesdao celular. Além da formacéo de fendas
entre a barreira e o tecido conjuntivo que podem facilitar a invasao
epitelial e 0 acumulo bacteriano.

As alteracbes Osseas encontradas nos ratos apés a

inducdo do DM sdo denominadas osteopenia ao invés de osteoporose,
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uma vez que estes animais, ao contrario do humano, nao sofrem fraturas
por traumas de baixo impacto. Essas alteracfes 6sseas ocorrem devido a
perda de célcio devido a politria, a alteracdes na sintese de colageno,
devido a formacdo dos produtos finais da glicacdo avancada (AGES)
(Claudino et al., 2007), a atuacdo da hiperglicemia na funcdo dos
osteoblastos e osteoclastos.

Em nosso modelo experimental de inducdo de DM pela
aloxana, observou-se que os ratos apresentaram aumento da glicemia
superior a 200 mg/dL e perda de peso comparado aos ratos do grupo
controle, apesar dos resultados ndo apresentarem diferenca
estatisticamente significante. No estudo realizado por Diniz et al. (2008)
mostraram, em modelo experimental semelhante, que o0s niveis de
glicemia foram significantemente maiores para os ratos diabéticos,
enquanto ndo houve diferenca no peso dos animais diabéticos e controle.

Giglio e Lama (2001) estudaram os efeitos da DM
experimental no crescimento mandibular de ratos. Os ratos foram
induzidos & DM com 26 dias de vida, e sacrificados 31 dias apds a
inducdo Os animais diabéticos apresentaram diminuicdo do peso
corporal, aumento da ingestdo alimentar, aumento da glicemia, reducao
significativa do crescimento da mandibula (sinfise, processo corondide,
processo alveolar, céndilo, angulo e base. Os autores avaliaram que a
DM induzida reduz o crescimento mandibular, resultando em deformidade
de sua estrutura.

Diniz et al. (2008) estudaram o efeito da diabetes induzida
por aloxana no reparo de fraturas ésseas em tibia de ratos, apos 7, 14, 25
e 35 dias. Aos 7 dias, os ratos induzidos a diabetes apresentaram
guantidade significativamente menor de cartilagem e quantidade
significativamente maior de tecido conjuntivo quando comparado ao grupo
controle, enquanto o grupo controle mostrou areas de neoformacéo

O0ssea. Nos demais periodos, os ratos diabéticos mostraram significante
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formacédo de calo 0sseo, condrogénese comparados ao grupo controle.
Aos 25 dias, o0 grupo controle mostrou maior quantidade de osso medular
gue os diabéticos No periodo final, observou-se reconstru¢do mais rapida
das corticais no grupo controle. Segundo os autores, 0s resultados
sugerem que a formacao excessiva de tecido conjuntivo no periodo inicial
ndo € capaz de promover estabilidade necesséaria para 0s 0Ss0s
fraturados, atrapalhando seu alinhamento e aumentando o volume do calo
0sseo nos estagios mais tardios do reparo 6sseo, avaliando a diabetes
atrasa o reparo 0sseo.

De Amorim et al. (2008) realizaram fatura na tibia de ratos
induzido a diabetes e observaram atraso no reparo. que apresentaram,
tanto aos 7 e 14 dias, maior quantidade de tecido conjuntivo e menor
guantidade de neoformacéo 6ssea quando comparado ao grupo controle.
A analise imunoistoquimica revelou aumento da atividade reabsortiva nos
ratos diabéticos, especialmente no 14° dia.

Akyol e Gungormus (2010) realizaram defeitos 6sseos no
fémur de ratos diabéticos e observaram diferencas estatisticamente
significantes quanto ao reparo 0sseo entre ratos diabéticos e ratos
controle. Os ratos controle mostraram, apés 10 dias, maior neoformacéo
0ssea que os ratos diabéticos, e aos 20 dias, o tecido 6sseo neoformado
nos ratos controle, ocupava mais da metade do defeito, enquanto o grupo
diabético apresentava grande quantidade de tecido conjuntivo.

Erdal et al. (2012) investigaram os efeitos da terapia com
insulina nas propriedades bioquimicas do fémur de ratos com 12 semanas
induzido a diabetes. Os ratos foram divididos em 4 grupos: Controle,
Sham, Diabéticos e Diabéticos tratados com insulina diaria. Apos 8
semanas da inducédo foi realizada a eutanasia dos ratos. O peso e 0s
niveis de glicose foram significantemente maiores para o0s ratos
diabéticos, tratados e os ndo tratados, quando comparados aos outros 2

grupos. Houve reducéo significante do comprimento do fémur e para os
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parametros biomecéanicos nos grupos diabéticos com e sem insulina,
guando comparados aos grupos controle. E diferenca estatisticamente
significante na comparacdo entre o grupo diabético com e sem
tratamento. Segundo os autores, a diabetes pode causar enfraquecimento
0sseo e o tratamento com insulina pode proteger a integridade mineral,
prevenindo sua perda. Entretanto, o tratamento com insulina nao foi eficaz
na restauracdo da deterioracao dos padrées biomecéanicos.

Em nosso estudo, na analise histolégica descritiva e na a
analise histomorfométrica foi observado nos dias zero e sete que nédo
ocorreu reabsor¢cdo do enxerto, ndo ocorreu neoformacdo Ossea na
periferia do enxerto e nem integracdo do enxerto ao leito receptor, nas
condi¢des e tratamentos avaliados.

Na andlise da altura do enxerto, foi observado que
independente da condigéo do rato e do tratamento realizado, ocorre uma
diminuicdo da altura do bloco, sendo essa diminuicdo maior nos ratos
diabéticos e nos grupos nao tratados com a membrana. Porém na analise
estatistica, nem a condicao sistémica, nem o tratamento com a membrana
interferiram na altura do enxerto.

Essa andlise corrobora com Abbassy et al. (2010) que
avaliaram os efeitos da DM sobre a mandibula e as alteracbes na
formacéao alveolar de ratos induzidos a diabetes com 3 semanas de idade.
Através de analise clinica, histomorfométrica, histolégica e por
microtomografia, realizados 3 e 4 semanas apdés inducdo da diabetes,
houve diminuicéo significativa do peso dos ratos diabéticos a partir do dia
14, quando comparado aos ratos controle. A analise histomorfométrica
mostrou diminuicdo significativa da aposicdo e da formacado mineral em
ratos diabéticos, quando comparado ao grupo controle. A microtomografia
revelou significante deterioracdo da qualidade éssea nos ratos diabéticos.
A analise histologica mostrou que o numero de osteoclastos foi

significantemente menor nos ratos diabéticos, o que sugere que a DM néo



84

controlada diminui a formacao 6ssea mandibular, diminui o metabolismo
0sseo no alvéolo dentario e afeta a qualidade da estrutura Ossea,
resultando no atraso do desenvolvimento do esqueleto. Os autores
observaram ainda aumento dos espagos medulares, indicando um
profundo impacto na integridade do o0sso. Nesse contexto, esses
resultados foram descritos como osteopenia, que por sua vez, resulta da
falta de equilibrio entre formacéo e reabsorcédo 6ssea.

Nossa andlise concorda com Abbassy et al. (2010) em
gue o rato induzido a diabetes inicia 0 processo de osteopenia em curto
prazo apdés a administracdo da droga. Porém sdo necessarios estudos
imunohistoquimicos para averiguar, Se 0 processo ocorre pela reabsorcao
do enxerto devido a maior atividade osteoclatcica, ou pela menor
formacdo O6ssea e menor atividade osteobléstica, ja que os ratos do
estudo foram induzidos a DM experimental aos 60 dias de vida e em
periodo de crescimento.

Para a andlise da neoformacdo 6ssea na periferia do
enxerto, observou-se que a partir do dia 14 ocorre a formagédo de
trabéculas o6sseas imaturas apresentando osteécitos volumosos e
superficie recoberta por numerosos osteoblastos, sobre tecido conjuntivo,
nas duas condicdbes e nos dois tratamentos. Com o decorrer dos
periodos, ocorre aumento da neoformagéo éssea, 0 0sso neoformado nos
ratos diabéticos mostrou-se mais trabecular que o apresentado pelos
ratos do grupo controle, no decorrer dos periodos 0 0sso neoformado nos
grupo controle, apresentava ostedcitos menores, enquanto 0 0SSO
neoformado nos ratos diabético apresentavam maior quantidades de
espacos medulares.

Concordando com nossos resultados, Esteves et al.
(2008) avaliaram reparo 6sseo de defeitos criados na tibia de ratos
induzidos ao diabetes e preenchidos por 0sso autégeno ou por coagulo

sanguineo. Aos 30 dias observaram completo reparo 0sseo nos 2 grupos
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controle e induzidos ao diabetes, e nas duas formas de tratamento. A
neoformacédo 6ssea foi melhor quando o defeito foi preenchido por osso
autogeno, e foi quantitativamente semelhante entre os grupos controle e
diabético e qualitativamente melhor no grupo controle. Nos ratos
diabéticos foi observado maior presenca de espacos trabeculares que
também apresentaram maior nimero de vasos sanguineos e discreto
aumento do infiltrado inflamatério.

Neste estudo o0s animais tratados com membrana,
Diabete-membrana-enxerto (D-ME) e Controle-membrana-enxerto(C-ME)
apresentaram maior neoformacdo que 0s ratos nao tratados com a
membrana, Diabete enxerto (D-E), Controle enxerto (C-E), sendo maior a
neoformacao nos ratos C-ME, semelhante neoformacéo nos ratos D-ME e
C-E e menor neoformacao nos ratos nos ratos D-E

Observou-se ainda que ocorreu reabsor¢cdo nas bordas
laterais do enxerto e preenchimento por osso neoformado, sendo que nos
grupos em que a membrana foi utilizada C-ME, D-ME, essa delimitacao
por vezes foi de dificil visualiza¢do nos periodos finais do estudo.

Houve maior neoformacéo 6ssea nos grupos Controle (C)
e pelos grupos tratados com a membrana (ME), existindo diferenca
estatisticamente significativa a partir do periodo 21, nas duas condicoes,
Diabétes (D) e Controle (C). A condicdo Diabetes (D) ndo interferiu
negativamente na neoformacdo. Quanto ao uso da membrana, esta
favoreceu a neoformagdo aos 45 dias, ndo existindo diferenca
estatisticamente significativa aos 60 dias.

Analisando a integracdo do enxerto ao leito receptor, no
dia 7 observa-se tecido conjuntivo interposto, e a partir do dia 14 inicia-se
formacdo de trabéculas dsseas imaturas com pequenos pontos de
integracao.

No periodo 21 na interface leito-enxerto existem maiores

areas de osseointegracdo e menor quantidade de tecido conjuntivo
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interposto quando comparado aos periodos anteriores, Areas de
integracd0 maior nos grupos recobertos pela membrana (C-ME, D-ME),
gue nos grupos nao tratados (C-E, D-E). A partir desse periodo
verificamos que o enxerto e o leito receptor apresentam maior quantidade
de espacos medulares nos ratos diabéticos, (D-ME e D-E), que nos ratos
controle (C-ME e C-DE).

No periodo 45, nos grupos em que 0s enxertos foram
recobertos pela membrana (C-ME, D-ME), estes apresentavam-se
integrados ao leito receptor. Dentre 0s quatro grupos, 0 que apresentou
maior quantidade de tecido interposto foi 0 grupo dos ratos diabéticos cujo
enxerto ndo foi recoberto pela membrana (D-E). O grupo (D-ME), foi o
grupo gue apresentou maior integracao leito enxerto neste periodo.

No periodo final do estudo, os melhores resultados de
integracdo foram nos ratos controle tratado com membrana, (C-ME).
Houve diminuicdo na integracdo do enxerto ao leito receptor para o ratos
diabéticos tratado com membrana (D-ME).

No presente estudo, os ratos do grupo controle
apresentaram maior integracao do enxerto ao leito, que os ratos induzidos
ao diabetes, porém nao existiu diferenca estatisticamente significante
guanto a condicdo sistémica dos animais (D) e (C), nos periodos
analisados.

Ogasawara (2008) utilizaram 62 ratos induzidos a
diabetes e 64 controle que foram submetidos a fratura do fémur para
analise da formacao cartilaginosa e unido 6ssea. Nos periodos 7, 14, 28 e
42 dias, os animais foram radiografados e submetidos a eutanasia. Nos 2
periodos iniciais, o calo cartilaginoso formado foi significantemente menor
gue o grupo controle. No dia 28, o exame radiografico mostrou que o calo
0sseo dos ratos diabéticos foi menor que dos ratos controle. Aos 42 dias,
a taxa de unido foi semelhante entre os grupos. Os autores analisaram

gue a taxa de reparo 0sseo dos ratos diabéticos foi significantemente
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menor que a dos ratos controle nos 2 periodos iniciais, sendo semelhante
nos demais periodos.

Quanto ao tratamento realizado, (E) e (ME), observou-se
maior integracdo do enxerto ao leito receptor com o decorrer do tempo
nos dois tratamentos, sendo a integragcdo maior nos ratos tratados com a
membrana (ME), poréem apenas no dia 45 existiu diferenca
estatisticamente significante entre os tratamentos.

Apesar de nao serem encontrados dados
significativamente diferentes do ponto de vista estatistico entre 0os grupos
Controle e Diabetes, na integracdo leito receptor enxerto, uma
caracteristica marcante foi constante na analise histoldgica descritiva dos
animais submetidos a diabetes Tanto o leito receptor, no enxerto e no
0sso neoformado entre o leito receptor e o0 enxerto, mostraram maior
guantidade e diametro de espacos medulares, sendo inclusive possivel,
algumas vezes, identificar tecido conjuntivo no interior Estas
caracteristicas denotam a influéncia da diabetes no desenvolvimento da
osteopenia.

Nesse sentido estudos imunohistoquimicos dos processos
sdo Uteis no esclarecimento dos eventos envolvidos na osteopenia
provocada pelo diabetes. A conjuncéo destes estudos podera constituir
importante contribuicdo na previsibilidade no sucesso de tratamento que
envolvam ROG, integragdo de enxertos e osseointegracdo de implantes
instalados nesses pacientes.

No presente estudo, ndo foi realizada comparacées com
ratos tratados com insulina, para simular situacdes criticas da influencia
da DM no reparo de enxertos. Segundo a literatura estudada, quando os
ratos induzidos a DM, séo tratados com insulina, ocorrem resultados de
reparo 6sseo melhores que em ratos néo tratados com a insulina, porém

inferiores a ratos nao induzidos a DM.
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Kwon et al. (2005) estudaram a integracdo de mini-
implantes em ratos induzidos a diabetes. 32 ratos foram submetidos &
cirurgia para colocacdo de mini-implantes no fémur e ap6s 28 dias,
induziu-se diabetes em todos os animais, sendo que metade recebeu
tratamento com insulina. Foi analisado o contato osso e mini implante 1,
2, 3 e 4 meses apos a inducdo do diabetes. Os ratos néo tratados com
insulina apresentaram nos periodos analisados menor contato entre 0sso
e mini implante.

Follak et al. (2003) em seus estudo utilizaram ratos
espontaneamente diabéticos tratados com insulina, e apds ter sido
realizado defeito O6sseo, foram divididos em 2 grupos: 60 ratos bem-
compensados (glicemia abaixo de 300mg/dl); 60 ratos ndo-compensados
(glicemia acima de 300mg/dl), e grupo controle. A Eutanasia foi realizada
nos periodos 7, 14, 24 e 42 dias, resultando em 15 animais por grupo, Foi
realizada analise por microscopia eletronica de varredura e avaliaram
que, até o dia 24, o reparo no grupo bem compensado foi
significantemente maior que no grupo ndo compensado. Aos 42 dias, 0
reparo do defeito 6sseo estava completo, e neste momento, ndo se
observou diferencas entre os ratos controle, diabéticos ndo compensados
e diabéticos compensados.

Follak et al. (2004a) realizaram a analise
histomorfométrica e biomecanica do mesmo modelo experimental
avaliando que o processo de reparo 6sseo foi retardado apenas nos ratos
nao compensados, tendo seu pior resultado nas 2 primeiras semanas,
observando diminuicdo significativa da formagcdao e tempo de
mineralizacao, além de diminuicéo significativa também das propriedades
biomecéanicas

Follak et al. (2004b), utilizaram modelo experimental
semelhante aos anteriores, realizaram defeitos 6sseos de 0,4 mm (nao

criticos), 0,8 mm e 1,2 mm (criticos) e observaram que, nos defeitos nédo
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criticos, a DM néo interferiu no reparo 0sseo. Nos defeitos criticos
(maiores que 0,8 mm), o atraso do reparo ocorreu apenas nos ratos
diabéticos ndo compensados.

Follak et al. (2005) utilizaram modelo de ratos
semelhantes aos trabalhos anteriores, porem avaliaram as propriedades
biomecanicas do fémur apos fratrura, realizando a eutanasia apos 2, 4 e 6
semanas. Apds 4 semanas, houve severos disturbios de mineralizacéo e
acentuada diminuicdo das propriedades biomecanicas do grupo diabético
ndo compensado, quando comparado ao grupo diabético tratado com
insulina.

Uma das hipéteses testadas neste trabalho foi confirmar
os resultados da regeneracdo Ossea guiada obtidos por Jardini et al.
(2005), Nascimento et al. (2009) e Tera (2010) e aplicar o modelo
experimental proposto por tais autores em animais com DM induzida.

Os resultados obtidos mostraram que a associacdo do
principio da ROG ao enxerto 6sseo autdgeno em bloco proporcionou
melhores resultados do que a utilizacdo isolada do enxerto em ambos os
grupos experimentais Diabetes (D) e Controle (C).

O grupo Controle tratado com membrana (C-ME),
apresentou menor perda da espessura do enxerto, maior neoformacéo
O0ssea na lateral do enxerto e maior integragdo do enxerto ao leito
receptor.

O mesmo pode ser observado pelo ratos diabéticos
tratados com a membrana (D-ME), que apresentaram melhores
resultados que os ratos controle e diabéticos sem o tratamento com
membrana, (C-E, D-E)

Essa andlise corrobora com outros estudos que
mostraram melhores resultados da integracdo ao leito receptor e

manutencdo do volume dos enxertos 6sseos colocados mandibula de
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ratos (Donos et al., 2002; Jardini et al., 2005; Tera, 2010), quando existe a
associacao com a técnica de ROG.

A explicacdo para estes dados pode ser dada pelo
principio da ROG, que se baseia na utilizagdo uma membrana inerte
semi-permeéavel que permita a difusdo de fluidos e nutrientes ao mesmo
tempo em que impede a migragcdo de células provenientes do tecido
conjuntivo sem potencial osteogénico, propiciando um ambiente favoravel
a proliferacdo de células osteogénicas (Gordh et al., 1998).

Gielkens et al. (2008) avaliaram o reparo de defeitos
cirdrgicos criticos (+ 5 mm) em mandibula de ratos, recobertos por
membrana colagena reabsorvivel (Bio-Gide®, Geistlich AG, Wolhusen,
Switzerland) e barreira de PTFE-e. Observaram que quando a membrana
colagena foi utilizada, houve maior formacéo de 0sso, quando comparada
ao PTFE-e, embora essa diferenga nédo tenha sido significante.

Hammerle et al. (2001) instalaram implantes
osseointregraveis e cobriram as deiscéncias com osso liofilizado e
membrana colagena reabsorvivel (Bio-Gide®, Geistlich AG, Wolhusen,
Switzerland),mostrou que essa técnica utilizando a membrana
reabsorvivel leva a grande sucesso no reparo 0sseo em regeneracao
0ssea guiada.

Von Arx e Buser (2006) realizaram estudo clinico com 42
pacientes, realizaram cirurgia de enxerto 0sseo autégeno em pacientes
com severa perda 6ssea horizontal, com recobrimento membrana
colagena reabsorvivel (Bio-Gide®, Geistlich AG, Wolhusen, Switzerland),
avaliaram que a técnica de RGO foi eficaz.

Hammerle et al. (2008), em estudo clinico, realizaram
cirurgia para ganho de volume Osseo em rebordo edéntulo, com
preenchimento do defeito 6sseo com osso liofilizado e recobrimento
membrana colagena reabsorvivel (Bio-Gide®, Geistlich AG, Wolhusen,

Switzerland), avaliaram que ap0s um periodo de cicatrizacdo de 9-10
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meses, a combinacdo é uma opcao de tratamento para aumento de
volume ésseo previamente a colocacéo de implantes.

No que tange a previsibilidade dos resultados, em nosso
estudo a associacdo da ROG ao enxerto autdbgeno em bloco mostrou
bons resultados. Tanto o grupo Controle sem a membrana (C-E), quanto
no diabete sem membrana (D-E), mostraram menor espessura do
enxerto, menor neoformacdo éssea na lateral do enxerto e menor
integracéo do enxerto a leito receptor aos 60 dias da do estudo.

Para melhor previsibilidade algumas precaucoes
fundamentais devem ser tomadas com a técnica da ROG. A membrana
ndo deve ficar exposta ao meio externo, deve estar imovel e a sua
extensdo ultrapassar as margens do enxerto e para que ndo ocorra a
migracdo de células sem potencial osteogénico provenientes dos tecidos
moles.

Apesar das limitacBes dos resultados obtidos no estudo
em ratos induzidos a DM, a associacdo da ROG aos enxertos 0sseos
autdogenos em bloco é uma técnica que apresenta boa previsibilidade,
sendo necessério outros estudos em modelo animal, para extrapolar para

estudos clinicos.



7 CONCLUSAO

A presenca da DM induzida né&o interferiu de maneira
negativa no reparo dos enxerto 6sseos autégenos em bloco.

A presenca da membrana colagena favoreceu a
integracdo do enxerto ao leito receptor, bem como neoformacao éssea ao

redor do enxerto.
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